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  T and B cell developmental and functional status were investigated in the fetal and newborn mice. 
Interleukin (IL2) produced by activated T cells and immunoglobulin (Ig) heavy chain transcriptions were 
examined in thymus and spleen by RTPCR. In the 18 day embryo, T cells located in both organs because T 
cell receptor p chain (TCR (3) was transcribed. IL2 mRNA, however, was detected in the thymus, but little, 
if any, in the spleen of the embryonic stage. IL2 transcription was clearly observed in the spleen after 
birth. IgM heavy chain was transcribed both in the thymus and in the spleen of the embryo, and IgG3 and 
IgA were also done a little in the embryonic thymus. Because in aged thymus IgM, IgG3, IgA and IgE tran-
scriptions could be clearly detected, the class-switching of heavy chain gene occurred in the thymus. 
Supernatant of primary cultured embryonic thymus cells for 48 hrs contained IgG3 and x chain of light 
chain. 
  We conclude that lymphocytes in the embryonic thymus are already activated and able to interact with 
B cells of which Ig genes recombine the V domain for IgM, and that the class-switching of Ig heavy chain 
genes happen in the thymus. It should be clarified what antigens stimulate the thymus-cells to produce 
immunoglobulins, especially in embryo.
1.は じ め に





移行しながらTリ ンパ球へ と分化する。 この間に,
Tセ ル リセプター(TCR)を 発現 し,ポ ジティブ ネー
ガティブニ重選別を受け,自 己のMHCに 対す る適
度の親和性を有し,か つ 自己抗原に対しては親和性
を示さないTリ ンパ球のみが脾臓や リンパ節等の二
次 リンパ組織に移動す る2)。Tリ ンパ球が脾臓等の
二次 リンパ組織へ移動 し始める時期は明らかでな




なり,17か ら18日 には細長 くなり,成 体 と類似の
形態 となる3)。脾臓等の二次 リンパ組織では,Tリ
ンパ球 とBリ ンパ球の相互作用により抗原に対す る
抗体が産生される。胎生期から新生仔期のマウス胸









 BALB/cマ ウス の雌 を用 いた。 頚椎脱 臼 させた マ
ウスを開腹,開 胸 し,胸 腺 お よび脾臓 をi摘出 した。
摘出 した試料 はサ ンプルチ ュー ブに入れ,直 ちに液
体 窒素 中で凍結 した後,-80。Cで 保存 した。胎生期
マ ウス の 日齢 は,1晩 雄 と同居 させ翌朝 交配 を確 認
で きた場合 を胎 生0.5日 齢 と した。胎仔 の胸腺 お よ
び脾臓 は実体顕 微鏡下 に摘 出 した。胎生期 マウスの
雌雄 の判定 は困難 であ り,区 別は行 なわ なか った。
2)一 次 培養細胞
 無菌的 に摘 出 した胸腺,脾 臓 を5ml生 理 食塩水 中
で細切 し,組 織 片を軽 く圧 迫 し遊離 して くる細胞 を
遠 心操作 で集 め,FBS 10%含 有GIT培 養液(日 本製
薬)に 懸 濁 し培 養 デ ィ ッシ ュ(Tissue Culture Dish
10mm, IWAKI)に 播 種 した。48時 間後 に浮遊細胞
を集め,生 理食 塩水 で十分 洗浄 し液体窒素 中 で凍結
した後,-80。Cで 保存 した。 また,48時 間後 の培養
上 清を回収 した。
2.RNAの 抽 出
 凍 結 した組織 あ るい は培養 浮遊細胞 よ り,酸 性 グ
アニ ジンチ オ シア ン酸一フェノールーク ロロホ ルム法
に よって トータルRNAを 抽 出 した6)。エタ ノー ル沈
殿法 に よ り精製 した トー タルRNAは,濃 度100 ng/
ｵ1に 調整 した。
3.RTPCR
 トー タルRNA 300 ngを 鋳型 としてRTPCRを 行 っ
た。逆 転写反応 はM-MLUリ バース トランス ク リプ
ターゼ(RT-PCR high,東 洋紡),6塩 基 の ランダム
プ ライ マー を用 い,30。Cで10分 間,さ らに42。Cで
1時 間行 った。99。Cで5分 間処 理す るこ とに よ り反
応 を停 止 させ る とともに鋳型RNAを 分解 した。 こ
の反応産 物 に,IL2お よびIL4, TCRの β鎖(TCRβ),
お よび抗体IgM, IgG3, IgAお よびIgEのH鎖 を増
幅す るため のプ ライマーお よび リコン ビナ ン トタ ッ
クDNAポ リメ レー スを加 えてPCRを 行 った。 PCR
に用 いた プライマー を下記 に示 した。これ らの プラ
イマーは,少 な くとも一つ のイ ン トロン領域 を間 に
含む エ クソン領域 に相 補的 に結 合す るよ うに設 定 し
た。 したが って,目 的 のmRNAに 基づ く増幅DNA
と トータルRNA中 に混入 した ゲノムDNAに 因 り増
















 これ らの プライマーを用い るこ とに よ り,IL2お
よびIL4で は380塩 基対 の, TCRβ では475塩 基対
の,IgMで は581塩 基対 の, IgG3で は541塩 基対
の,IgAで は490塩 基対 の, IgEで は537塩 基対 の
DNAフ ラグメン トが増幅 され る。PCRの 条件 は,反
応溶 液容量50ｵ1,鋳 型変性温 度96。Cお よび変性 時
間30秒,プ ライマーアニー リング温度55。Cお よび
アニー リン グ時 間1分,相 補鎖 合成反応温 度72。Cお
よび反応時間2分,35サ イ クルに設定 した。
 PCR終 了後,反 応溶液10ｵ1を アガ ロース ゲルで
電 気泳動 した。電 気泳動終 了後,エ チ ジ ュウムブ ロ
マイ ド液 で染色 し,ポ ラ ロイ ド撮 影を行 った。 マー
カーDNA(,/Hind III)o.5ｵgを 同時 に電気泳動 し,
PCRで 増幅 された バ ン ドの大 きさを確認 した。
4.培 養上 清中の抗体 の検 出
 胎 生18日 齢お よび3週 齢 マ ウス の胸腺 お よび脾
臓 か ら分離 した細胞 をGIT培 地(日 本製薬)で 培 養
し,48時 間後 に上 清を回収 した。培養上清 中の抗 体
を,マ ウス モ ノ ク ロー ナ ル抗 体 ア イ ソタ イ ピン グ
キ ッ ト(Serotech Ltd, UK)を 用 い,メ ー カー の プロ




ンパ球のマーカー としてIL2遺 伝子の転写を,ま た
同時にIL4遺 伝子の転写をRTPCR法 で調べた。胎
生18日 齢のマウスでは,胸 腺ではIL2お よびIL4が
転写されていたけれ ども,脾 臓での転写は確認でき






図1 胸 腺(Thy)お よび脾臓(Sp)に おけるILお よびTCRの 転 写
   1a;胎 生18日 齢。胸腺 ではIL2お よびIL4の 特 異的 なDNAが 増幅 された。
   1b;生 後0。5日 齢。胸腺 ではIL2お よびIL4の 特異 的 なDNAが 増幅 された。 IL4は 脾 臓で も僅 かに増幅
   され ていた。
   1c;生 後2.5日 齢。脾 臓でIL2の 特異 的 なDNAが 増幅 された。
   1d;胎 生18日 齢。脾臓 で もTCRの 特異 的 なDNAが 増 幅され, Tリ ンパ球 の分布 は胎生期 か らお きて





に,胎 生18日 齢以降全ての試料でTCRβ 遺伝子は
転写されお り(図1d),胎 生18日 齢の脾臓 にもTリ
ンパ球が存在していた。これ らの結果か ら,胸 腺お
よび脾臓には胎生期からTリ ンパ球が存在 し,IL2




 抗体産生が開始 され る時期を明らかにす る目的
で,抗 体のH鎖 遺伝子の転写をRTPCR法 で調べた。
二次 リンパ組織である脾臓 と同様に,一 次 リンパ組
織である胸腺においても抗体遺伝子が転写されてい
た。胎生18日 齢で,脾 臓 および胸腺でIgMお よび
IgG3のH鎖 の遺伝子が転写され,ス プライシング
も起 きていた(図2a)。 ただし, IgG3の 転写はIgM
と比較すると僅かであった。胎生19.5日 齢の出生直
前の胸腺では,僅 かなIgAの 転写 も認められた(図
2b)。生後1.5日 齢胸腺ではIgMと 比較すると僅かで
はあるけれども,IgG3, IgAお よびIgEの 転写を示
す増幅DNAが 認め られた(図3)。 脾臓では, IgM






図2 胎生期 胸腺(Thy)お よび脾臓(Sp)に おける抗体H鎖 の転写
   2a;胎 生18日 齢。脾臓 と同様 に胸腺 で もIgMが 転 写 され ていた。 IgG3も 僅 かに転 写 され ていた。 M;
   IgM, G3;IgG3
   2b;胎 生19日 齢。試料 に よつては胸腺 でIgAが 転 写 され ていた。 A;IgA, E;IgE
   レー ンmに は λ一DNA/HindIIIの564 b.p.のDNAフ ラグ メン トを示 した。
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図3 生後1.5日 齢胸腺(Thy)お よび脾臓(Sp)に おけ る抗体H鎖 の転写
  胸腺 では調べ た全 て の抗体,IgM, IgG3, IgAお よびIgEが 転写 され ていた。 IgM以 外 の抗 体の転写 は
  僅 かであ った。脾 臓 ではlgAお よびIgEは 検 出で きなか った。 レー ンmに は λ一DNA/HindIIIの564 b.p.
   のDNAフ ラグメ ン トを示 した。 M;IgM, G3;IgG3, E;IgE, A;IgA
図4 加齢 に因 る抗体H鎖 転写 の増大
   340日 齢 。脾臓(Sp)と 同様 に胸 腺(Thy)に おいて も各 クラスの抗 体H鎖 遺伝子 の転写 が起 きてい る
   ことが明瞭 であ った。レー ンmに は λ一DNA/HindIIIの564 b.p.のDNAフ ラグメン トを示 した。 M;lgM,
   G3;IgG3, E;IgE, A;IgA
3.一 次培養浮遊胸腺細胞の抗体産生
 生後1.5日 齢の胸腺および脾臓から分離 した細胞
を48時 間培養 した。浮遊細胞では,IgMの 転写は検
出されたけれ ども他のクラスの転写は検出できな
かった(図5)。




および脾臓ではIgG1, IgG2a, IgG2bお よびIgG3の
図5 生後1.5日 齢胸腺および脾臓の培養細胞の抗
   体H鎖 の転写
   生後1.5日 齢胸腺および脾臓を細切 し,軽 く
   圧迫することにより遊離 した細胞を48時 間
   培養 した。回収した浮遊細胞での抗体H鎖 の
   転写を調べた。胸腺お よび脾臓でIgMが 転写
   されていた。その他のH鎖 の転写は検出でき
   なかつた。 レーンmに は λ一DNA/HindIIIの
   564b.p.のDNAフ ラグメントを示 した。 M;
   IgM, G3;IgG3
存在が認められたけれ ども,IgM検 出できなかった。
抗体L鎖 のK鎖 はいずれの試料でも検出され,胎 生
期の胸腺でも抗体が産生されていることが明らかと
なった(図6)。3週 齢では,脾 臓でIgMも 検出され
たけれ ども,胸 腺では明瞭ではなかった。
IV.考 察
 マウスの抗体産生の機構 はよく知 られている7,8)。
すなわち,リ ンパ組織でAPCに より活性化されたヘ
ルパーTリ ンパ球(Th)が 増殖分化し, Bリ ンパ球
を活性化 し抗体産生を促す とされている。APCの
MHCに 結合 した抗原を認識す ることによりThは 活
性化されIL2を 産生す る。 IL2はautocrineお よび
paracrine様 式で作用 し, Thの 増殖および分化を促
進する9)。胎生18日 齢マウスの胸腺では,既 にIL2
が転写されていることから,胎 生期の胸腺では,活











   胎生18日 齢および生後3週 齢の胸腺および脾臓から分離 した細胞を48時 間培養 した。マウスモノク
   ローナル抗体のアイソタイプを調べるキ ットを利用 して,回 収 した培養上清中の抗体の検出を試みた。
   胎生期の胸腺および脾臓細胞の培養上清中にはIgG3が 存在していた。しかし, IgG3よ りも遺伝子の転
   写が明瞭であったIgM抗 体は検出されなかった。3週 齢の脾臓細胞の培養上清ではIgMが 検出された。
   その他のIgGの サブクラス抗体,さ らに抗体L鎖 のK鎖 も検出された。
う時期は出生後であり,胸 腺よりも遅れることが示
唆された。







れることが知 られているので11),胎 生期胸腺で も抗
体のmRNAが 翻訳されているか検討 した。マウスモ
ノクローナル抗体アイソタイプ検査キ ットを利用 し
て,胎 生18日 齢の胸腺の分離細胞を48時 間培養 し
た上清中の抗体を調べた結果,IgG3, IgG2a, IgG2b,
IgG1お よびL鎖 のK鎖 が検出され抗体が産生されて
いた。しかし,明 瞭なIgMは 検出できなか った。こ
の結果から,こ の時期の胸腺 リンパ球の大部分はプ
レBリ ンパ球,あ るいは未成熟な分化段階にあ り,
IgMは 細胞質内に局在し分泌されないか,膜 結合型
であると考えられる12)。




よびIgE)が 転写されてお り,胸 腺においても抗体








 Bリ ンパ球の分化過程において,プ レBリ ンパ球
では既に抗体遺伝子のV領 域にランダムな組換えが
おきてお り,種 々のイディオタイプの異なるIgM抗
体が産生されている。さらに分化 して,成 熟Bリ ン
パ球ではIgMお よびIgDを 細胞膜表面に提示す る。
二次 リンパ組織では,こ れらの成熟Bリ ンパ球のな
かから,活 性化されたThと 同じ抗原に親和性を示
すクローンが増殖分化 し,ク ラススイ ッチがおこり
抗体産生細胞 となると考えられ ている13)。しか し,
胸腺でも抗体遺伝子が転写されていること,さ らに,
胸腺の分離細胞を48時 間培養 した上清では,ア イ
ソタイプ検査キ ットにより,IgGやL鎖 のK鎖 が検
出され,抗 体が産生されていることが明らかとなっ
た。すなわち,一 次 リンパ組織である胸腺において




ものはアポ トーシスに より取 り除かれ,自 己抗原に
親和性を示さない一部のTリ ンパ球のみが胸腺の毛












 胸腺に存在す るBリ ンパ球系列の細胞の由来は明
らかではないけれども,胸 腺の形成過程で原基に侵
入 した幹細胞は,in vitroで種 々の細胞に分化可能で








した。IL2を 指標 としたTリ ンパ球の活性化は,胸
腺では胎生期から,脾 臓では生後開始されることが
明かとなった。また,脾 臓 と同様 に胸腺において胎
生期から抗体の遺伝子が転写され,抗 体も産生され
ていることが明らかとなった。 しかし,胎 生期では
IgMの 転写が著しいけれども,細 胞外へのIgMの 分
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